USE 
OF 

HPPD INHIBITORS 
AS 

SELECTION AGENTS 
IN PLANT TRANSFORMATION 



Frederic Garcon 
-and- 
Bernard Pelissier 



PATENT APPLICATION 
(In French) 
-with- 

LIST OF SEQUENCES 
-and- 

Two (2) Sheets of Drawings 



PM00053 .... (5500*101) 



nun 



'^T^r^t^ n9 9001-. 
) n«r»t»y omrttfy th»tthi» P^J^J^ 

ft*rvtot -Exprw. M.i! Pott 0«to» » 

AwrMte* .arvic. und«f 37CFR 1 "^^^x 

P^ENrAPPLNT cor.'' oTp^^ents . 



1 



utilisation d'inhibiteurs d'HPPD comme agents de selection dans la 
transformation de plantes 

La pr^sente invention concernc .-u.nisa.ion d-inh,b,.eurs d'Hi-PD commc agc„,s dc 
5 seiecion dans ia .ransforma.ion de cel.ules ve.etaies e. de plan.cs par genie geneuque, 1 a 
transforation de ce.iuies v.g.taies et de plantes par g.nie g.n^.que cons.ste 
gen.ra,e„«nt . introduire u„ gene ..ranger, ou h«ro,ogue codant pour un. prote.ne 
d^nteret. dans le g.nome des cellules vegetales et des plantes qui les contienrtent. Ce gene 
het^rologue une fois integre dans le g.no.e des cellules v.g.tales est alors exprnr,e pour 
,0 conferer aux di.es cellules e. aux plan.es qui les contiennen. un nouveau caractere l.e a la 
fonction du gene heterologue qui sera exprime. 

De nonrbreuses techniques de transformation des cellules vegetales et de plantes par 
g.„ie ginetique ont ete developpees et abonda^nten. decrites dans la litteratore. On pourra 
distinguer d^une part les ntahodes cherchan, . introduire un fragn^en. d'ADN por.eur du 
,5 gene h.t.rologue sous forme dite d'ADN nu. .1 s'agit notantntent de bombarder des 
lllules des protoplas,es ou des tissus avee des part.eules auxquelles sent accrochecs les 
sequences d'ADN. D'autres methodes peuven. e.re utilisees tellcs que la micro-injectron ou 
vltroporation, ou encore la pr^cip.tat.on d.recte a„ moyen de PEG. On dist nguera 
a-autre part les ntethodes eons.stant . u.iliser eontme ntoyen de transfer, dans ,a plante un 
.0 gene chimire hiterologue dans un plasmide Ti d'Agrobacteriunn tuntefacens ou R, 
'■Agrobaeterium rhizogenes. fhomme du ma.er fera le chotx de la m.thode appropnee en 
fonction de la nature de la cellule v.g.tale ou de la plante . --'""7; °" ^''^'^ 
notanrment les brevets et dentandes de breve, suivants: US 4.459,355, US 4,36,4 5, US 
5,464,763, US 5,177,010. US 5.1S7.073, EP 267,15,, EP 604 662, EP 6 752 US 
4945 050 US 5,036.006. US 5.100.792. CS 5.371.0,4. US 5.47S.744. US 5.179.022. US 

565:346. US 5,4S4,956, US 5,50S,46S, US 5,53S,S77, US 5,554,798, US 5,489,52 , U 
5,510,318, US 5,204,253, US 5,405,765, EP 442 174, EP 486 233, EP 486 234, EP 539 
563 EP 674 725, WO 91/02071 et WO 95/06128. 

' Les methodes de transformation de cellules vegetales comprennent generalement les 

30 etapes suivantes: 

a) preparation de eellules vegetales competentes aptes a recevo.r le gene 

heterologue dans un milieu approprie, 

b) transformation des cellules competentes avec le gene heterologue 



e) croissance et selection des eellules transfornnees comprenant le gene 
heterologue dans un milieu approprie. 

Les ceUules ve.^ales c„„,paen,es peuvem des cals e.bryo.e,„cues des 
cuUures cellulaires sur suppon soUdc ou en suspens.cn, ou des .Issus e„,bryog6n„ues, b,e„ 
6 connusdel hommedu mete eUargemen.decrits dans la liuerature. 

L-ob,ention de p.antes transgeniques. eomprenan, ,e gene heterologue .n.egre dans 
son genome, eonsiste ensuite a effeetuer les etapes suivan.es de : 

d) regeneration de plantes a partir des cellules transformees dans un ou 
plusieurs milieux appropries,etlecasecheant, 

e) ob.en.ion et reeuperafon des graines des plan.es .ransfonBees ferules. 

La pollrnisation des plan.es regenerees pour Pob.ention des graines des plantes 
transformees fertiles s-effectue sol. par au.o-polllnisa.ion. sol. par polllnisa.ion erotsee 
avec une var,a. non .ransforntee de la m.me plante, ou .ventuellemen. avec une autre 
variete ayan. integre de maniere srable dans son genome un autre gene heterologue. 

Les graines des plan.es transform.es sont employee ensuite dans des programmes d 
saedon classt^ue pour Pobtention de nouvelles vari.t.s de plan.es .ransg.nmues ayan 
i„t.gr. le g.ne h«.rologue de ma„i.re stable d»s leur genome. De tels programmes de 
.„eL„ L bien eonnus de Phomme du m.tier e. ecmpremren, l.valua.,on des 
proprietis agronomicues des plan.es obtenues et de leur deseendanee, en part.euher vs 
20 v,s des proprie.6s agronomiques liees a I'expr^ssion du gene he.erologue. 

lI selection des eellules transform.es es, effee.u.e au moyen d un gene mar,ueur de 
selee.ion. De .els g.nes marqueurs e. leur ut,lisa.io„ pour la transfomrauon d'organ.smes 
botes son. bien eonnus de Phomme du me.ier et largemen, deeri.s dans la l,..«ature. 

Parmi les genes eodant pour des marqueurs de seleetion, on pent d'une part les genes 
.a eodant pour des enzymes faetlemen. .dentiftables comme Penzyme OUS <ou GFP. " Oreen 
Fluoreseent Protein -,. des g.nes eodan. pour des pigmems ou des enzymes regulam a 
producon de pigmen.s dans les eellules .ransfonrr^es. On eitera d'autre part les genes de 
resistance aux antibio.iques e, les genes de tolerance aux herbicides (bialaphos, glyphosa.e 
ou isoxazoles,. Dans ce cas, la seleetion s-effectue en introdu.sam dans le nrilieu approprre 
30 pour la croissance e. la selee.ion des cellules transferees un agent de seleCon de type 
amibiottque ou herbicide qui es. l..al pour les eellules non transformees, seules les cellules 
comprenant ,e g.ne de resistance aux an.ibiouques ou aux herbicides .tant capables de 
eroitre sur le milieu de selection. De tcls genes marqueurs dc s61ect,o„ son, no.ammem 



. J u . 1-P ->A1 na FP 242 246, OB 2 197 653, WO 
decrits dans les demandes de brevet KP 242 236, tP ^ 

91/02071 WO 95/06128, WO 96/38567, WO 97/04103 ou WO 99/24585. 

us' genes ..arqneu, de selection sent introdui.s dans les cellules hotes de man.^re 
s,.nltan.e avec ,e g.ne M^olo.ue, salt dans un n,ln,e veCeu. les deux g.nes e,an, 
e assoc^s de n,a„i..e conve..en,e, dlvetgen.e on c„Hn.alre I WO 95/06128, US 731 7 
„„ encore dans deux vecteurs entployes simullanenren, pour la .ransfonnatton des cellules 
ve.e,ales Dans certaines conditions (US 5 731 179) et notamt^nt dans le cas ou le gene 
Mterologue et le g.ne ntar,ueur de selection sont introduit s.par.n,en. dans deux vecteurs 
dc maniere simultanec, le gene heterologue codant pour une pro.eine d'interet e, le gene 
to „ar,ucur de s.lec.io„ peuven. s.nt.grer sur deux chronroso.es di«rents dans le genome 
de la plante transformee. 11 est possible, apres recuperation de plan.es transfom^ees fer.,. s 
d..lin,iner le g.ne marqueur pour n'obtenir des plantes transform.es ne eomprenan, ,ue le 
gene Kterologue codant pour une proteine dHn.era. Cette climtnation se fa, par 
Lf^ondatrion ou croisement des plan.es .ra„sfor™.es comprenan. le g.ne heterologtte 
,5 e, le gene mar<,ueur de selection avec une variete non transfornree de la meme plante . la 
segregation des deux genes s'effectuant de maniere Mendelienne classtque. 

Lorsiue le gine hettologue eodan. pour une proteine d'interet es, un gene de 
tolerance herbicide, on peut employer le seul gene heterologue conrme marqueur de 
selection dans le procede de transformatton des cellules vegetales ou des plantes. 
,0 L-u.ilisa,ion de g.nes de tolerance aux herbicides inhibiteurs d'HPPD eomme 

marqueurs de s.lee.io„ dans les precedes de transformation des cellules v.gaales e. des 
plantes a a. d.cr,te dans ,a Utt^ature (WO 96/38567, WO 99/24585). L tnhtb.teur 
d-MPPD est introduit dans le milieu de culture des cellules apres transformation (etape c) a 
rinstar des autres agents de sections selon les prattques habituelles de Phomme du 
« mater. Les tnhtbttcurs d'HPPD agtssen. sur les cellules v.gaales en inhibant la syn.hese 
des plastoquinones e. des carotenofdes. Cette action conduit . un blanehiment des cellu es 
v,gaales qui n'est pas domtnageable a ,a croissances des dites cellules, plus 
particuliaement dans ,e cas de tissus embryogenique. Seules les cellules vegetales 
transrorm.es eomprenant le g6ne de tolerance aux inhibiteurs d'HPPD resten. vertes et 
30 peuvent etre selectionnees, se dis.inguant ainsi des cellules non transformees. 

La presente invention constste en une amelioration d une telle utilisation de mamere 
a faciliter le processus dMdentiftcation et de selection des cellules transformees. Un second 
obiet de la presente invention consiste a dimtnuer le temps necessaire a la selecnon des 
plantes transformees, et a Pobtention de plantes regenerces fertiles. En effet, le processus 



general de Iransformation, selection, regeneration et recuperation des graines de plantes 
transformees fertiles peut prendre plusieurs mois selon les plantes considerees, de Tordre 
de 10 a 18 mois, notamment pour des plantes telles que le soja. La reduction de cette duree 
de un ou plusieurs mois constitue un avantage technologique et economique certain. 

La presente invention consiste introduire I'inhibiteur d'HPPD dans le milieu de 
culture des cellules vegetales competentes (etape a) de maniere a blanch.r les dites cellules 
avant I'etape de transformation. Les cellules competentes blanchies sont ensuite 
transformees avec un gene de tolerance aux inhibiteurs d'HPPD comme marqueur de 
selection et les cellules transformees ayant integre ledit marqueur de selection dans leur 
10 genome verdissent, permettant leur selection. Un tel procede permet de reduire le temps 
necessaire a la selection des cellules transformees de plusieurs mois, de I'ordre de 2 a 3 



mois. 



La presente invention consiste done en un procede de transformation de cellules 
vegetales par introduction d'un gene heterologue dans lesdites cellules vegetales avec un 
15 gene de tolerance aux inhibiteurs d'HPPD comme marqueurs de selection, ledit procede 

comprenant les etapes de 

a) preparation et culture de cellules vegetales competentes aptes a recevoir le 

gene heterologue dans un milieu approprie, 

b) transformation des cellules competentes avec le gene heterologue et le 

20 marqueur de selection, 

c) croissance et selection des cellules transformees comprenant le gene 

heterologue dans un milieu approprie. 

caracterise en ce que I'on effectue une etape de blanchiment des cellules vegetales 
competentes avant I'etape de transformation (b), en introduisant dans le milieu approprie 
25 de culture des cellules vegetales competentes un quantite appropriee d'inhibiteur d'HPPD. 

La presente invention consiste egalement en I'obtention de plantes transgeniques, 
comprenant le gene heterologue integre dans son genome, consiste ensuite a effectuer les 
etapes suivantes de : 

d) regeneration de plantes a partir des cellules transformees selectionnees dans 
30 un ou plusieurs milieux appropries, et le cas echeant, 

e) obtention et recuperation des graines des plantes transformees fertiles. 

De maniere preferentielle les plantes transgeniques obtenues par le procede selon 
invention sont des plantes transgeniques fertiles. 
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Lcs cenules v.g..a,c. sclon ri„ve„.,o„ peuven. des cellules v«,aales dc pla.^ 
„„„oco.yl«o„es o. d,co,vl.do„es, p.u. pa„lculi.re.e„. des places de culture des. ^ 

„„„ :,-an.en.a.lo„ a„,.a,e ou H„„,a.e,.e p.«.nce 
.abac, ,e colza, la beUcrave . Sucre, les pournres de .c.e, le coton, ou ,e so,a. de man.cre 

plus preferentielle le soja. A„\nu^< des 

Les cellules v.g.rales conrp..en,es peuvenr ..re des cals - '^"^-^ ' 
cuUures cellula.res sur suppor. soUde ou e„ suspension, ou des .Issus 
conr^us de I'homme du nraier e. largemen. decrlts dans la l.rtera.ure. De manre e 
::l,use, les cellules v..aales co„.p.en.es son. des — 
proll..ra.l(s, ^ain.enus pr«.re„.,ellenren, dans un milieu sc., so de (In ^ -^^^"^ ^ 
Bioll Plan, 35 .451-455, ,999), e. plus par.iculiere.en. de cellules dc soja. Pour 

con,p..en.es, le .lancHi.en. in vi,ro li. . nnh.H.,on de la s.nilresc des 
tocopherols n'es. pas Ictale e. ne dtminue pas la division cellulatre. 

\a pr.se„.e invention concenre plus parriculier un proCd. de P-^- ^ ^ - 
„nsg*n.,ue co.prenant un g.ne h«.rolo.ue int^gr. dans son genome, led.t procede 

comprenantlesetapessuivan.es: , jvmhrvons 

al, preparation de tissus embr,ogeniqucs proliferaffs par culture d embryons 

zygoticues ,mma.ures de soja sur un milieu inducteur approprie, 

1) transfer, des tissus enrbryog.niques p,r,lifera.ifs dans un mrheu dc cul.ure 

" ^■"""I* blarrehimen. des t.ssus embryog.ni.ues proli«ratifs par ajou, d'une ,uanti.. 
appropriced'inhibiteurd-HPPDau milieu de culture, 

b, transformation des .issus embryog.nique proltf.raffs blanchts par 
bombardemen. de partieules enrob.es de fragments d'ADN comprenant le gen. 
26 hcteroiogueetle gene de resistance auxinlubiteursd-HPPD. 

croissance et selection des cellules transformees comprenan. le gene 
ba.rologue et le g.ne de resistance aux inhibiteurs d'HPPD dans un milreu de culture 
approprie comprenant une quanti.e appropriee d-inhibi.eur d HPPD, 

„ lg«ra.,ons de plan.es » parrir des cellules .ransformees select.onnees 

■^0 dans un ou plusieurs milieux appropries, 

e, obtentionet recuperation degrai„esdes„,a.rans.„„,.esfer.,le comprenan. 

le gene heterologueetle gene de resistance attxinWbtteursd-HPPD. 

DC maniere avantageusc. les tnb.bi.eurs d^UPPD son. cboisis parr^, es rsoxazol 
418 175. F,P 470 S56, EP 487 352. HP 527 036, EP 560 482, EP 682 659. US 5 424 



276, =n paniculier Visoxanu.ole, herbicide seiecuf du ma,s. les diee.oni.riies (KP 4% 630 
EP 496 631, e„ partic.lier ia 2-eyano-3.eyc,opropyi-l-(2-S02 CH3-4-Cr3 phenyi, 
p,„pa„e-.,3.dione e. la 2-eya„o-3-eyc,cpropy,-,-<2.S02 CH3.4-2,3 Ci2 phenyl, propane- 
, 3-dio„e, les .riee.ones ,EP 625 505. EP 625 508, US 5.506.,95), en pan.cul.er a 
.:,eo>rione ou la m.sotricne, ou encore ,cs pyrazolinatcs. Dc n,aniere pr6ftren„ei,e. 
i-inhibi.eur d'HPPD e« cho.si parm, les diketonitriles. en partieulier la 2-eyano-3- 
cyelopropyM-(2-S02CH3-4-CF3phenyl>propa„e-l,3-dionee,la2-eyano-3-cyelopropyl- 

l-(2-S02 CH3-4-2,3 C12 phenyl) propane-1 . 3-dione. 

La <,uan,i,e appropriec d'inhibneur d'HPPD in.rodui.e dans le milieu appropne de 
„ preparation et de culture des cellules co.peten.es scion Pinvention dependra d^une par, de 
Pinhibiteur d'HPPD employe et d autre part des cellules competents employees, de par 
ienr plante d'origine e. leur forme. L'homme du maier saura determiner cettc quant.te 
appropriee par des techniques usuelles de croissance des cellules competcntes a dtfferentes 
concentrations de IMnhibiteur d'HPPD employe. 

De manlere preferentielle. la concentration en inhibiteurs d'HPPD est compnse entre 
0,5 et 50 mg de mati.re active par l.tre de milieu, plus priferentiellemen, compnse entre 

" De'maniere avantageuse, Pinhibiteur d'HPPD est applique aux cellules vegetales 
competcntes dans le milieu de culture entre 1 mois et 1 semaines, avant Petape de 
ao uansformation, priferentiellemen. entre ,5 et 10 jours. L-homme du mitter saura 
daerminer le moment d'apphcatton de rinhibiteur d'HPPD avan, la transformat.on en 
fonction des tissus a transformer et de Pinhibiteur d'HPPD et de sa concentration, e. de a 
cinetique de blanehiment des tissus. II est eommun aux techniques de transfomra.ion de 
cellules vegetales que les cellules vegetales competcntes doivent etre repiquees dc mantcre 
.5 rcguli^rc dans des milieux de culture tVais. ,.e temps entre chaque operation de repiquage 
dependra en partieulier du milieu de culture et de la vitessc dc cro.ssance des cellules 
vegetales. .1 est generalement de 10 a 15 jours. De manicre avantagcuse. r.nh.b.teur 
d-HPPD sera introduit dans le milieu de culture frais avant de proeeder au repiquage des 
cellules geniralement au cours du dernier repiquage preeedant Petape de transformat.on. 

l.« milieux appropries pour la preparation et la culture des cellules vegetales 
eomp^tentes comme les milieux appropries pour la croissance et la selection des cellules 
transformees et les milieux pour la regeneration des plantcs transformees sont des m.hcux 
usuels b,en eonuus de Phomme du mefer et largement dcer.ts dans la lit.crature e, 
notammcnt dans les references citees dans la presente demandc dc brevet. 



selon un premier mode de realisation de rinvcn.ion. le milieu appropri6 pour la 
preparation e. la eul.ure des eellules vegetales competentes et le milieu appropne pour la 
crotssance et 1. selection des eellules transformees sont tdentiques et comprennent la meme 
coneentration en tnhibtteur d'HPPD. Selon un autre mode de realisation de Pinventton ,1s 
S ne different que de par leur concentration en inhibiteur d'HPPD, ,e premier mtheu 
eomprenan, une concentratton en inhiblteur superieure au second ou I'inverse. Selon un 
autre mode de reahsation de I'invention, les milieux different de par leur composition en 
elements nutritifs et hormones n^eessaire a la eroissance des cellules eompetentes avan, et 
apres transformation. De maniere preftatielle. les deux milieux sont identiques de par 
,0 leur composttion en elements nutritifs e, hormones et leur concentration en inhtbtteurs 

d'HPPD. ., , 

selon un premter mode de realisation de rinvention, le milieu approprte pour la 

preparation e. la culture des cellule eompetentes et/ou le miheu appropri^ pour la 

croiss^ce et la selection des cellules transformees es, un milieu D2<. decri. San.arem et 

,5 finer ,ln Vitro Cell. Dev. Biol.-Plau, 55 : 451-455. 1909,, au quel on ajoute une quanu.e 

appropriee d'inhibiteur d'HPPD. 

selon un deuxieme mode de realisation de nnvenrion. le milieu appropne pour la 
preparation et la cuHu« des cellule comp^tenfes e,/ou le milieu appropri^ pour la 
eroissance e. la slleCion des cellules transformees es. un milieu FNL dtoi. par Saruoylov 
.0 & coll. (Plan. cell. Rep.. 18 :49.54, 1998), dont la composition detaillee es. donnee datrs 
les exemples ci-apr.s. auquel on ajoute une quantite appropriee d'inhibi.eur d'HPPD. De 
maniere priferentielle, les deux milieux sont des milieux FNL. 

U milieu induceur appropne es, de preference un milieu D40 .el que defni dans les 

exemples. ^ , , . 

Le miheu de regeneration approprie es. de preference un milieu SBP6 deer,, par 
Finer & Nagasawa (Plan. Cell. Tissue and Organ CuLur. 15 : 125-136. 1988) defini dans 
,=s exemples ci-apres pour la eroissance des .issus, puis un milieu .el que decri, par Frmter 
& McMuUen (In Vi,ro Cell. Dev. Biol. 27P :175-182. 1991) pour la conversion des Ussus 
en embryons, puis un milieu MS, en particulier un milieu MS ,el que d^cri. dans les 
30 exemples pour la germination des embryons. 

I, est entendu dans de qui precede et ce qui suit que lorsque le gene heterologue que 
Von souhaite introduire dans la plante est un gene de tolerance aux inhibiteurs d'HPPD, 
seul le gene de resistance aux inhibiteurs d'HPPD est introduit dans les cellules vegetales. 



Selon u„ mode priferentiel d= realisation de IMnvention, Petape de ,ransforma.,on 
des cellules compe.e„.es (eupe b) est effee.uee pa, la methode de bombardemen. de 
par,icules, e^t emendu que d'autres methodes equivalen.es de .ransfer, d'ADN nu 
comme PagUa.ion des cellules eompetenles en presence d'ADN e, de fibres de s.l.ces 
5 (Whiskers) peuven. tee employees. Le principe de la .ransformation par bombardemen. de 
particules es, bien connu de I'homr^e du metier et largement decrit dans la li.terature pour 
diffirentes especes de cellules v.getales et de plantes. Pour la transformation des plantes 
dicotyledones, et du so,a en paniculier, on citera notamment les references su.vantcs : 
Finer & coll (Plant Cell. Rep. 1 1 :323-328, 1992). La transformation par bombardement 
,0 de particules consiste essenticllement a agr^ger des fragments d'ADN comprenant les 
gines a transferer sur des particules mftalliques qui som ensuite bombardees sur les 
cellules v^getales competentes au moyen de canrtons 4 particules. Les particules comme 
les appareils permettan. le bombardemem des cellules compaen.es som bien com,us de 
l-homme du metier, iicits dans la lin^ramre et disponibles dans le commerce. On cttet-a 
,5 notamment les brevets et demandes de brevet US 4 945 050. EP 270 356. US 5 204 53, 
EP 434 616, US 5 516 670, EP 535 005 ou US 5 466 587. Selon un mode preftenttel de 
realisation de IMnvention, les particules metalliques sont des particules fonctionnalisees par 
le greffage de silicones amines telles que decrites dans le brevet US 6 068 980. 

De maniere pr^ferentielle, les genes de tolerance aux inhibiteurs d'HPPD 
20 comprennent dans le sens de la transcription une sequence de rigulation promotnce 
fonctionnelle dans les cellules veg6tales et les plantes, liie de maniere fonctiomtelle a une 
sequence d'ADN codant pour une HPPD liee de maniere fonctiomtelle a une sequence de 
regulation terminaUice fonctionnelle dans les cellules v6getales et les plantes. Les 
sequences codant pour des HPPD son. des sequences d'HPPD natives, no.ammen, de 
25 plantes, de microorganismes, de champignons ou de mammiferes. 

sequences decrites dans les demandes de breve. WO 96/38567. US 6 087 563, WO 
97/49816 ou WO 99/24585. II s'agit notammem de sequences codant pour des HPPD de 
P,eudon,onas/luroescens. i'AraMopsis .haUana, de carotte. de ble. de Symcoastys.. Les 
sequences codant pour des I IPH) sont egalement des siquences muties dans leur partte C- 
30 tem^lnale telles que decrites dans la demande de brevet WO 99/24585 ou des HPPD 
chimeres telles que decrites dans la demande de brevet WO 99/24586. Selon un mode 
pretirentiel de realisation de IMnvention, la sequence d'ADN codant pour une HPPD est 
une sequence d'HPPD mutee dans sa partie termtnale. plus particulierement une sequence 
comprenant la mutation W336 telle que decrite dans la demande de brevet WO 99/24585. 
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plus preferentiellement la sequence d'HPPD de Pseudomonas fluorescens comprenant la 
mutation W336 telle que decrite dans la demande de brevet WO 99/24585. 

Selon un mode preferentiel de realisation de I'invention, le gene de tolerance aux 
inhibiteurs d'HPPD comprend dans le sens de la transcription une sequence de regulation 
5 promotrice selectionnee parmi le promoteur de la petite sous unite de la RuB.sCo de 
toumesol, decrit dans la demande de brevet WO 99/25842, ou le promoteur d'histone 
A^Arabidopsis thaliana combine a I'enhancer du virus etch du tabac (TEV) te que decnt 
dans la demande de brevet WO 99/24585, liee de maniere fonctionnelle a une sequence 
d'ADN codant pour une peptide de transit, de preference un peptide de transit optimise, 
tels que defmis ci-apres, liee de maniere fonctionnelle a une sequence d'ADN codant pour 
une HPPD telle que definie ci-dessus, de preference une sequence codant pour une HPPD 
de Pseudomonas fluorescens comprenant la mutation W336, liee de maniere fonctiomielle 
a une sequence de regulation terminatrice, en particuler la sequence terminatnce NOS 
definie ci-apres. Les genes de tolerance aux inhibiteurs d'HPPD correspondants sont 
15 representes dans les figures en annexe par les cartes de plasmides pCH73 et pCH94, et par 
leurs sequences nucleotidiques : 

pCH73 : SEQ ID NO 1 , representation 3'-5' 
Promoteur : 4541-5257 
Peptide de transit optimise : 4130-4487 
20 HPPD W336 : 3045-4119 

NOS : 2749-3000 
PCH94 : SEQ ID NO 2 

Promoteur : 34-1272 
TEVenhancer: 1292-1421 
25 Peptide de transit optimise : 1428-1793 

HPPDW336 : 1795-2869 
NOS : 2914-3165 

De maniere preferentielle, les genes heterologues codant pour une proteine d'interet 
compremient dans le sens de la transcription une sequence de regulation promotrice 
30 fonctionnelle dans les cellules vegetales et les plantes, liee de maniere fonctionnelle a une 
sequence d'ADN codant pour une proteine ou un peptide d'interet liee de mamere 
fonctionnelle a une sequence de regulation terminatrice fonctionnelle dans les cellules 
vegetales et les plantes. 
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Les sequences d'ADN codant pour uue pro.eine ou u„ peptide d'imerft son. 
generalemen. des sequences codan. pour des proteines ou des peptides conSran. a la plan.e 
transformee de nouvelles proprietes agronomiques, ou d'amel.oration de la qual.te 

agronomique de la plante transformee. 
5 Parmi les genes conferant de nouvelles proprietes agronomiques aux plantes 

transformees, on peut citer les sequences d'ADN codant pour des proteines conferant une 
tolerance a certains herbicides, ceux conferant une resistance a certains insectes, ceux 
conferant une tolerance a certaines maladies, etc. De tels genes sont notamment d.crrts 
dans les demandes de brevet WO 91/02071 et WO 95/06128. 
,0 Parmi les sequences d'ADN codant pour des proteines conferant une tolerance a 

certains herbicides aux cellules vegetales et aux plantes transformees., on peut citer le gene 
Bar conferant une tolerance au bialaphos, le gene codant pour une EPSPS appropriee 
conferant une resistance aux herbicides ayant I'EPSPS comme cible comme le glyphosate 
et ses sels (US 4,535,060, US 4,769,061, US 5,094,945, US 4,940,835, US 5,188,642 US 
15 4 971,908, US 5,145,783, US 5,310,667, US 5,312,910, US 5,627,061, US 5,633,435, FR 
2 736 926) le gene codant pour la glyphosate oxydoreductase (US 5,463,175), ou encore 
un gene codant pour une HPPD conferant une tolerance aux herbicides ayant pour cible 
I'HPPD cites precedemment comme les isoxazoles, notamment I'isoxafutole (FR 95 
06800 FR 95 13570), les dicetonitriles (EP 496 630, EP 496 631) ou les tricetones, 
20 notamment la sulcotrione ou la mesotrione (EP 625 505, EP 625 508, US 5,506,195). 

Pam^i les sequences d'ADN codant pour une EPSPS appropriee conferant une 
resistance aux herbicides ayant I'EPSPS comme cible, on citera plus particulierement le 
gene codant pour une EPSPS vegetale, en particuUer de mais, presentant deux mutatrons 
102 et 106 decrit dans la demande de brevet FR 2 736 926, denomme ci-dessous EPSPS 
25 double mutant, ou encore le g.ne codant pour une EPSPS isolee d'Agrobacterium d.cnt 
par les sequences ID 2 et ID 3 du brevet US 5,633,435, denomme ci-dessous CP4. 

Dans les cas des sequences d'ADN codant pour EPSPS ou HPPD, et plus 
particulierement pour les genes ci-dessus, la sequence codant pour ces enzymes est 
avantageusement precedee par une sequence codant pour un peptide de transit, en 
30 particulier pour le peptide de transit dit peptide de transit optimise decrit dans les brevets 

US 5,510,471 ouUS 5,633,448. 

Parmi les sequences d'ADN codant pour des proteines d'interet conferant de 
nouvelles proprietes de resistance aux insectes, on citera plus particulierement les protemes 
Bt largement decrites dans la litterature et bien connues de I'homme du metier. On cUera 



aussi les proteines extraites de bacteries comme Photorabdus (WO 97/17432 & WO 
98/08932). 

Parmi les sequences d'ADN codant pour des proteines ou peptides d'.nteret 
conferant de nouvelles proprietes de resistance aux maladies on citera notamment les 

5 chitinases, les glucanases, I'oxalate oxydase, toutes ces proteines et leurs sequences 
codantes etant largement decrites dans la litterature, ou encore les peptides antibactenens 
et/ou antifongiques, en particulier les peptides de moins de 100 acides amines riches en 
cysteines comme les thionines ou defensines de plantes, et plus particuherement les 
peptides lytiques de toutes origines comprenant un ou plusieurs ponts disulfures entre les 

10 cysteines et des regions comprenant des acides amines basiques, notamment les peptides 
lytiques suivants : I'androctonine (WO 97/30082 et WO 99/09189), la drosomicine (WO 
99/02717) la thanatine (WO 99/24594) ou I'heliomicine (WO 99/53053).Selon un mode 
particulier de realisation de invention, la proteine ou peptide d'interet est choisi parmi les 
peptides eliciteurs fongiques, en particulier les elicitines (Kamoun & al., 1993 ; Panabieres 

15 &al., 1995). 

Parmi les sequences d'ADN codant pour des proteines ou peptides modifiant la 
constitution des plantes modifiees, on peut citer en particulier les sequences d'ADN codant 
pour des proteines ou peptides modifiant en particulier la teneur et la qualite de certams 
acides gras essentiels (EP 666 918) ou encore la teneur et la qualite des protemes, en 
20 particuliers dans les feuilles et/ou les graines desdites plantes. On citera en particulier les 
genes codant pour des proteines enrichies en acides amines soufres (Korit, A.A. & al., Eur. 
J. Biochem. (1991) 195, 329-334 ; WO 98/20133 ; WO 97/41239 ; WO 95/31554 ; WO 
94/20828 ; WO 92/14822). Ces proteines enrichies en acides amines soufres auront 
egalement pour fonction de pieger et stocker la cysteine et/ou la methionine excedentaire, 
25 permettant d'eviter les problemes eventuels de toxicite lies a une surproduction de ces 
acides amines soufres en les piegeant. On peut citer egalement des genes codant pour des 
peptides riches en acides amines soufres et plus particulierement en cysteines, les dits 
peptides ayant egalement une activite antibacterienne et/ou antifongique. On citera plus 
particulierement les defensines de plantes, de meme que les peptides lytiques de toute 
30 origine, et plus particulierement les peptides lytiques decrits precedemments. On citera 
egalement les proteines SAT decrites dans les demandes de brevet WO 00/36127, WO 

00/04167 et WO 00/01833. 

Comme sequence de regulation promotrice dans les cellules vegetales et les plantes, 
on peut utiliser toute sequence promotrice d'un gene s'exprimant naturellement dans les 
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plantes en particulier un promoteur s'exprimant notamment dans les feuilles des plantes, 
comme par exemple des promoteurs dits constitutifs d'origine bacterienne, virale ou 
vegetale ou encore des promoteurs dits lumiere dependants comme celui d'un gene de la 
petite sous-unite de ribulose- biscarboxylase/oxygenase (RuBisCO) de plante ou tout 
5 promoteur convenable com^u pouvant etre utilise. Parmi les promoteurs d'origine vegetale 
on citera les promoteurs d'histone tels que decrits dans la demande EP 0 507 698, ou le 
promoteur d'actine de riz (US 5,641,876). Parmi les promoteurs d'un gene de virus de 
plante, on citera celui de la mosaique du choux fleur (CAMV 19S ou 35S), ou le promoteur 

du circovirus (AU 689 311). 

10 On peut encore utiliser une sequence de regulation promotrice specifique de regions 

ou de tissus particuliers des plantes, et plus particulierement des promoteurs specifiques 
des graines ([22] Datla, R.& al.. Biotechnology Ann. Rev. (1997) 3, 269-296), notamment 
les promoteurs de la napine (EP 255 378), de la phaseoline, de la glutenine, de 
I'heliantinine (WO 92/17580), de I'albumine (WO 98/45460), de I'oelosine (WO 

15 98/45461), de I'ATSl ou de l'ATS3 (PCT/US98/06978, deposee le 20 octobre 1998, 

incorporee ici par reference). 

On peut egalement employer un promoteur inductible avantageusement choisi parmi 
les promoteurs de phenylalanine ammoniac lyase (PAL), d'HMG-CoA reductase (HMG), 
de chitinases, de glucanases, d'inhibiteurs de proteinase (PI), de genes de la famille PRl, 
20 de la nopaline synthase (nos) ou du gene vspB (US 5 670 349, Tableau 3), le promoteur 
HMG2 (US 5 670 349), le promoteur de la beta-galactosidase (ABGl) de pomme ou le 
promoteur de I'amino cyclopropane carboxylate syntase (ACC synthase) de pomme (WO 
98/45445). 

Selon I'invention, on peut egalement utiliser, en association avec le promoteur la 
25 sequence de regulation promotrice, d'autres sequences de regulation, qui sont situees entre 
le promoteur et la sequence codante, telles que des activateurs de transcription 
("enhancer"), comme par exemple I'activateur de translation du virus de la mosaique du 
tabac (VMT) decrit dans la demande WO 87/07644, ou du virus etch du tabac (VET) decrit 
par Carrington & Freed, ou des introns comme I'intron adhl de mais ou I'intron 1 d'actine 
30 de riz. 

Comme sequence de regulation terminatrice ou de polyadenylation, on peut utiliser 
toute sequence correspondante d'origine bacteriemie, comme par exemple le terminateur 
nos d'Agrobacterium tumefaciens, d'origine virale, comme par exemple le terminateur du 
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CaMV 35S, ou encore d'origine vegetale, comme par exemple un terminateur d'histone tel 

que decrit dans la deinande EP 0 633 317. 

Les sequences codant pour une HPPD comme les sequences codan. pour une 
protiine ou un peptide dMnlere. peuven, eomprendre, life de maniere fonctionnelle =n 5 
, „„ en 3- des sequences eodan. pour des signaux d'adressage dans differents comparttments 
de la cellule vegetale, comme les chloroplastes, les mitochondries, la vacuole. De .e s 
signaux son. d^crits dans ,a litt^rature et bien connus de I'homme d„ maier. P^P''"^ ^« 
transit chrolroplastiques peuven. atre simples, comme un peptide de transtt d EPSPS (US 
5 188 642) ou un peptide de transit de celui de la petite sous-unite de nbulose- 
.0 b;sea:boxylase/oxyg*nase (ssu RuBisCO) d'une plante. .ventuellement co,np.nan. 
quelques acides amines de la partie N-terminale de la ssu RuBisCO mature (BP 89 707) 
ou encore un pepUde de transi. muWple comprenan. un premier pep.ide de transit de plante 
fUsio™,. a une partie de la sequence N-.emrinale d'une proteine mature . locahsafon 
plastidiale, fusionn^e it un deuxieme peptide de transi. de plante tel que decnt dans Ic 
,5 breve. EP 508 909. et plus particuii.rement le peptide de tmnsit optimise comprenant un 
peptide de .ransit de la ssu RuBisCO de toumesol fttsionni . 22 acides amines de 
,-ex.rami.e N-terminale de la ssu RuBisCO de mars Wonnee an peptide de transtt de la 
ssu RuBisCO de mars tel que decrit avec sa sequence codante dans le brevet EP 508 909. 
Les exemples ci-apr.s permettent d'iUustrer Pinvention pour la transformatton du 
20 soia.sanstoutetoischercheracnlimiterlaportfe. 

routes les methodes ou operations d&rites ci-dessous dans ces exemples sont 
domtdes a titre d'exemples et correspondent a un choix. effeCue parmi les differentes 
mahodes disponibles pour parvenir an meme r^snlta.. La plupart des tnethodes 
d'inginierie des figments d'ADN sont decrites dans "Current PrCocols in Molecular 
25 Biology volumes 1 e. 2. Ausubel P.M. e. a, . publics par Greene Publishing Associates et 
Wiley -mterscience (1989) ou dans Molecular cloning. T.Maniatis. E.F.Fntsch, 
J.Sambrook,1982. 

Le contenu de tou.es les references citees dans la description ci-dessus et dans les 
exemples ci-apres est incorpore au contenu de la prescntc demande de breve, par reference. 
30 Fv,m pl« 1 ! T«^ h-«lo?ie de tmnsfcinnatinn du soja 

La tectaologie employee pour la transformation du soja a etc decrite par Santarem & 
Finer. Transformation of soybean (Glycine max (L.) Merrill) using proliferattve 
cmbryogenic tissue maintened on semi-solid medium. In Vitro Cell. Dev. Biol. Plant 35 : 

451.455, 1999. Elle comprend les etapes ci-apres. 
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Des embryons immatures zygotiques (de 3 a 4 mm) sont disseques de mamere 
aseptisee el places le cote adaxia! sur le dessus dans un milieu comprenant du 2,4D (D40). 

D 40 est un milieu Murashige and Skoog decrit dans : Murashige & Skoog: A 
revised medium for rapid growth and bioassays with tobacco tissue cultures. Phy.ol. 
5 Plant 15 • 473-497; 1962. (mg/1) : NH4N03: 1650, H3B03: 6,2; CaC12, 2H20: 332,2; 
COC12 6H20: 0,025; CuS04, 5H20: 0,025; Na2EDTA: 37,26; FeS04, 7H20: 27,8; 
MnS04, 7H20: 16,9; Na2Mo04, 2H20: 0,25; KI: 0,83; KN03: 1900; KH2P04: 170; 
ZnS04 7H20: 8,6 avec de la vitamine B5 Gamborg decrite par : Gamborg, MiUer and 
Ojima- Nutrient requirements of suspension cultures of soybean root cells. Exp. Cell Res. 
,0 50 : 151-158, 1968 : (mg/l) : myo-inositol: 100; Nicotinic acid: I; Pyridoxme-Hcl: 1; 
Thiamine-Hcl: 10; and 40 mg/1 of 2,4-D and 6% sucrose; 0,3% gelrite, pH 7,0. 

Apres 3 semaines de culture en milieu D40, les cotyledons sont transferes sur un 
milieu D20 qui comprend essentiellement les meme elements que le milieu D40, a 
I'exception de la concentration en 2,4D qui est abaissee a 20 mg/1 et de la concentration en 
15 saccharose qui est abaissee de 60 g/1 a 30 g/l, a pH 5,7. 

Sur ce milieu, les embryons somatiques commenced a proliferer sous forme de 
d'agregats compacts, ou « clumps ». Les « clumps » embryogeniques sont ensmte 
transferes tous les 15 jours sur un nouveau milieu D 20 pour augmenter la production de 
tissus Cinq ou six transferts (environ 3 mois) sur ce milieu sont necessaires pour optimxser 
20 leur competence a la transformation. L'emploi de tissus embryogeniques a un stade plus 
precoce conduit a des resultats beaucoup plus faibles. 
Transformation des tissus 

Le bombardement de particules est employe pour la transformation des tissus 

embryogeniques. 

25 Preparation des particules: Des pan.cules de tungstene fonctiom^alisees (M17) sont 

preparees selon le brevet US 6 068 980. Les particules sont fonctiomialisees par greffage 
de silicones aminees comme element de vectorisation et lavees dans I'ethanol absolu. 2,5 
n.g de particules dans I'ethanol sont melanges avec 3 ^g d'ADN. Apres precipitation ; les 
particules sont pipctccs et employees pour deux tirs avec un canon a particules de type PIG 
30 decrit par Finer, Vain, Lones and McMullen dans : Development of the Particle Inflow 
Gun for DNA delivery to plant cells. Plant Cell Rep. 1 1 : 323-328, 1992. 

Avant le bombardemem, les tissus sont sechcs sous vide sous une sous une hotte 
laminaire pendant 5 a 10 mn, puis plaees entre deux ecrans de 500 ,m puis bombardes 
deux fois. 
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Apres le bombardement, les tissus sont transferes doux lois sur milieu D20 (2x10 
jours) avant de debuter la selection par I'hygromycine (30 mg/1). 

De maniere a eviter la manipulation de tissus et de gagner du temps, les cals 
bombardes sont places sur un ecran de gaze sterile fixe par deux anneaux metalhques 
5 (figure 2) qui permettent un contact direct entre les tissus embryogeniques et le m.heu 
solide Les ecrax^s de gaze sont transferes sur des milieux frais chaque 15 jours jusqu'a ce 
que des cals verts soient observes. II est entendu que le principe de transfer! de cals decnt 
ci-dessus n'est pas limite aux cals de soja et a la selection par I hygronn cine, mars peut 
etre employe pour tout procede de culture do tissus et do suspensions cellula.res 
10 necessitant un changement fiequent de milieu de culture. 
Am plification e t Repeneration des tissus 

Les cals verts qui poussent sur milieu comprenant de I hygroniycinc sont amplifies 
pendant 1 mois sur milieu SBP6 decrit par Finer & Nagasawa dans : Development of an 
embryogenic suspension culture of soybean (Glycine max MeriU.) Plant Cell. Tissue and 
15 Organ Culture 15 : 125-136, 1988 (mg/1) : Na2EDTA: 37,24; FeS04, 7H20: 27,84: 
MgS04 7H20: 370; MnS04, H20: 16,9; ZnS04, H20: 8,6; CuS04, 7H250: 0,025, 
CaC12, '2H2O: 440; KL 0,83; CoC12, 6H20: 0,025; KH2P04: 170; H3B03: 6,2; 
Na2Mo04, 2H20: 0,25; myo-inositol: 100: nicotinic acid: 1; pyridoxme-HCL: 1; 
thiamine-HCL: 10; NH4N03: 800; KN03: 3000; asparagine: 670; 6% sucrose; 2,4-D: 5, 

20 pH5,7. . 

Lorsque sumsammcnt de tissus sont produits, ils sont ensuite convertis en cmbryons 

en employant un milieu decrit par Finer & McMullen dans : Transformation of soybean v,a 
particle bombardment of embryogenic suspension culture tissue. In Vitro Cell. Dev.Biol. 
27P : 175-182, 1991. 

25 Apres 3-4 transferts sur ce m.Ueu, les embryons sont seches a I'air dans une boUe de 

Petri pendant 2 jours avant germination sur un milieu Murasluge & Skoog (vitamines B5) a 
demi force avec 15 g/1 de saccharose, 7g/l de phytagar, pH 5,7. 

Lorsque les plantes sont bien developpees, elles sont transferees dans un substrat a 
base de tourbe "jiffy pot" pour une periode de 10 jours pour acclimatation avant d'etre 

30 transferees en serre. 

Cette technologie employant I'ecran de gaze et la selection par I'bygromyeine permet 

de regenerer 200 cals par personne et par an. 



Fvam ple 2 ; Transformation des tissu s selon IMnvention 
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Le m«me precede de selection a ae developpe pour ,es iri^ibi.eurs d'HPPD avec un 
„„ieu D20 cc^prenan. 2 mg/l dMsoxaflu.Oe ou 0.5 . 5 mg/. de dikaonim.es Le gene de 
tolerance aux inhibiteurs d'HPPD e„,ploye comme marqucur de selection es, le pCH73 

le pCH94 representes sur la figure 1 . 

,0 a 15 jours pt^cddant le bombardemen., on introduit dans Ic m.l.eu D20 
risoxanutole ou les dikaonitriles aux concentrations prccitees de ™a„i.re a blanchtr les 
tissus Apres bombardemen, les tissus son, places directement dans le nttoe m.heu D20 
contprenan. 2n,g/l d'isoxaflutole ou de dikaonitrile (entre 0,5 to 5 mgA) et .ra„sf.r6s dans 
un milieu frais tons les 15 jours. Apris 4 transferts sur IMsoxaflutole, des cals ve«s son, 
10 identifies a amplifies comme dteit dans fexemple 1. Le temps n^cessaire a ^-"^^"^-^^ 
cals d= cellules compaentes pour le bombardemen, es, de 3 nrois a demi. La selec «on 
cellules «ansform.es ,ca,s vens, imervien, environ 6 moins suivan, lMni,ia,ion des cals 

pour la transformation (figure 3 ) . . ^ , 

Lorsque les tissus son, ,ra„sfaes pour selecion sur IMsoxaflutole, lis son. rap.dement 
Wanchis par rherbicide, sans observer dMnhibition d= la croissance. Ceci es. d<r au fatt qtre 
rabsence de carotenoides, de chlorophylle « de tocopherols n'es, pas indispensable a la 

croissance des tissus. ^ 

Les resullats ob,enus avec a sans blanchimen, prfalable son. representes dans le 

Tableau 1 ci-apres. 
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Tableau 1 ; fransforma *'"" milieu D20 



Blanchiment 

Essai 



Avant Bombardement 



PCH73 



Apres Bombardement 



0 



0,5 



0 



0,25 



0,25 



PCH94 



0,67 



0,67 



0,33 



0.25 



,1s momrent, en particulier pour le pCH94 un plus grand nombre de cals identifies en 
amor^ant la saeaion avan, le bombardemen, selon IMnvention. Ce plus grand nombre de 
25 cals selectionnes es, li6 a Tamaiorafion du processus de selecuon selon rinvenuon. en 
facilitant 1' identification des cals transformes. 



Fvf m ple 3 : C hnix du milieu 

DC maniire a amaiorer le processus de selection selon rinvention, on a cherche a 
30 diminuer le nombre de iransfer, de fissus a le ,emps necessaire a Pobtention de cals de 
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cellules compe.e„.es e, de cals verts selec.ionnes apres bombardement. A ee. effet, le 
„meu D20 employe precedcmment a e.e remplaee pa, u„ milieu FNL modife, lequel 
permet une proliferation rapide des tissus. 

Le milieu FNL a ete decrit par Samoylov, Tucker, Thibaud-Nissen & Parrott dans : 
A liquid-medium-based protocol for rapid regeneration from embryogenic soybean 

cultures: Plant Cell Rep, 18 : 49-54, 1998. 

Ce milieu permet d'obtenir plus rapidement des tissus prets au bombardement, une 
plus grande embryogenie et des cycles de transfert plus courts. 

composition du milieu FNL (mg/1): Na2EDTA: 37,24; FeS04, 7H20: 27,84; 

CaC12, 2H20: 440; KI: 0,83; CoC12, 6H20: 0,025; KH2P04: 170; H3B03. 6, ; 
Na2Mo04, 2H20: 0,25; myo-inositol: 100: nicotinic acid: 1; pyridoxme-HCL: 1; 
thiamine-HCL: 10; (NH4)2S04: 460; KN03: 2820; asparagine: 670; IVo sucrose; 2,4-D: 

10;0,3%gelrite;pH5,7. . 

Toutefois, en I'absence de blanchiment prealable, la quantite de tissus a mampuler 
pendant le processus de selection reste trop importante, comparable a celle du milieu D20 
du fait de la vitesse importante de leur developpement. 

Le bombardement de tissus blanchis par I'isoxaflutole selon I'invention ne necess.te 
qu'un seul transfert de cals avant d'obtenir les cals verts selectionnes, contre 4 en 

D employant le milieu D20. 

Le temps necessaire a I'obtention de cals de cellule competentes pour le 
bombardement est de 2 mois, les cals transformes verts etant selectionnes environ 3 mo.s 
suivant I'initiation des cals pour la transformation (figure 3). 

Les resultats de transformation avec les plasmides pCH73 et pCH94 sont reportes sur 

[5 le tableau 2 ci-apres. 



Blanchiment 


pCH73 




PCI 


i94 


4 


Essai 


1 


2 


3 


1 


2 


3 




Avant Bombardement 


1 


1,5 


0,33 


1 ^ 


1 


0,3 3"n 


1,5 


Apres Bombardement 


0,25 


0 













Le nombre moyen de cals verts selectiom.es par essai de transformation en 
employant les tissus blanchis selon I'invention est de 1 par tir. Ce tableau montre 
30 egalement qu'avec le blanchiment prealables des tissus, on obtient les meme frequences de 
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,ra„sforma.ion pour les deux g^nes pCH73 e. pCH94. alors que le promoteur ssu RuBisCo 
de pCH73 es. co,mu pour avoir une expression faiWes dans les cals in vitro, contrairemen. 

au promoteur d'histone de pCH94. 

L-emploi du milieu FNL en combinaison avec le blanchimen. prealable des Ussus 
selon Pinvemion perme, de diminuer de maniere substaniielle le temps neeessatre a la 
selection des cals verts et la charge de travail pour tout le processus de transformation des 

plantes. 



19 



Revendications 



1 . Precede de transformation de cellules vegetales par 1' introduction d'un gene 

heterologue dans lesdites cellules vegetales avec un gene de tolerance aux inhibiteurs 
5 d'HPPD comme marqueur de selection, ledit procede comprenant les etapes de 

a) preparation et culture de cellules vegetales competentes aptes a recevoir le gene 
heterologue dans un milieu approprie, 

b) transformation des cellules competentes avec le gene heterologue et le marqueur de 
selection, 

10 c) croissance et selection des cellules transformees comprenant le gene heterologue dans 
un milieu approprie. 

caracterise en ce que Ton effectue une etape de blanchiment des cellules vegetales 
competentes avant I'etape de transformation (b), en introduisant dans le milieu approprie 
de culture des cellules vegetales competentes un quantite appropriee d'inhibiteur d'HPPD. 
15 2. Procede de preparation de plantes transgeniques, comprenant un gene 

heterologue integre dans son genome, comprenant un procede de transformation de cellules 
vegetales selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il consiste ensuite a effectuer les 
etapes suivantes de : 

d) regeneration de plantes a partir des cellules transformees selectionnees dans un ou 
20 plusieurs milieux appropries, et le cas echeant, 

e) obtention et recuperation des graines des plantes transformees fertiles. 

3. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que les plantes 
transgeniques obtenues par le procede selon 1' invention sont des plantes transgeniques 
fertiles. 

25 4. Procede selon I'une des revendications 1 a 3, caracterise en ce que les 

cellules vegetales sont choisies parmi les cellules de plantes dicoltyledones, notamment le 
tabac, le colza, la betterave a sucre, les pommes de terre, le coton, ou le soja. 

5. procede selon la revendication 4, caracterise en ce que les cellules vegetales 

sont des cellules de soja. 
30 6. Procede selon I'une des revendications 1 a 5, caracterise en ce que les 

cellules vegetales competentes sont choisies parmi les cals embryogeniques, les cultures 
cellulaires sur support solide ou en suspension, ou les tissus embryogeniques. 

7. Procede selon la revendication 6, caracterise en ce que les cellules vegetales 

competentes sont des tissus embryogeniques prolifcranls. 



20 



8. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce que les tissus 
embryogeniques proliterants sont maintenus dans un milieu semi solide. 

9. Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que le milieu semi solide est un 

milieu FNL. 

5 10. Procede selon I'une des revendications 1 a 10, caracterise en ce que 

I'inhibiteur d'HPPD est choisis parmi les isoxazoles, en particulier I'isoxaflutole, les 
dicetonitriles, en particulier la 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2-S02 CH3-4-CF3 phenyl) 
propane-l,3-dione et la 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2-S02 CH3-4-2,3 C12 phenyl) propane- 
1, 3-dione, les tricetones, en particulier la sulcotrione ou la mesotrione, ou les 

0 pyrazolinates. 

11. Procede selon la revendication 10, caracterise en ce que la concentration en 
inhibiteurs d'HPPD est comprise entre 0.5 mg/1 cl 50 .i^g'l- plus prclcrc.iticllcmcnl 
comprise cnlrc 1 mg/1 cl mg/l. 

12. Procede de preparation de plantes transgeniques, comprenant un gene 
5 heterologue integre dans leur genome, lequel procede comprend un procede de 

transformation de cellules vegetales par 1' introduction d'un gene heterologue dans lesdites 
cellules vegetales avec un gene de tolerance aux inhibiteurs d'HPPD comme marqueur de 
selection, ledit procede comprenant les etapes de 

a) preparation et cuUure de cellules vegetales competentes aptes a recevoir le gene 
20 heterologue dans un milieu approprie, 

b) transformation des cellules competentes avec le gene heterologue et le marqueur de 

selection, 

c) croissance et selection des cellules transformees comprenant le gene heterologue dans 
un milieu approprie. 

25 d) regeneration de plantes a partir des cellules transformees selectionnees dans un ou 
plusieurs milieux appropries, et le cas echeant, 
e) obtention et recuperation des graines des plantes transformees fertiles, puis 

obtention de nouvelles varietes de plantes transgeniques ayant integre le gene 
heterologue de maniere stable dans leur genome dans des programmes de selection 
30 classique 

caracterise en ce que Ton effectue une etape de blanchiment des cellules vegetales 
competentes avant Tetape de transformation (b), en introduisant dans le milieu approprie 
de culture des cellules vegetales competentes un quantite appropriee d'inhibiteur d'HPPD. 
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13. Precede selon I'une des revendications 2 a 12, caracterise en ce que le gene 
marqueur de selection est elimine par croisement des plantes transformees comprenant le 
gene heterologue et le gene marqueur de selection avec une variete non transformee de la 
meme plante. 

5 



AVENTIS CROPSCIENCE SA 



Utilisation d'inhibiteurs d'HPPD comme agents de selection dans la 
transformation de plantes 



Abregc Descriptif : 

La presente invention conceme un precede de transformation de cellules vegetales 
par I'introduction d'un gene heterologue dans lesdites cellules vegetales avec un gene de 
tolerance aux inhibiteurs d'HPPD comme marqueur de selection, ledit procede comprenant 

les etapes de 

f) preparation et culture de cellules vegetales competentes aptes a recevoir le gene 
heterologue dans un milieu approprie, 

g) transformation des cellules competentes avec le gene heterologue et le marqueur de 

selection 

h) croissanc'e et selection des cellules transformees comprenant le gene heterologue dans 
un milieu approprie. 

caracterise en ce que I'on effectue une etape de blanchiment des cellules vegetales 
competentes avant I'etape de transformation (b), en introduisant dans le milieu approprie 
de culture des cellules vegetales competentes un quantite appropriee d'inhibiteur d'HPPD. 




LISTE DE SEQUEt^CES 

/'.ventis CrcpScience S.A. 

<:l.>.:. . r-:ilisat lor. d ' i nhibi t e ir s d'HPPC c i^mme agents de 
-.;lect:Lon dans la transformation des plantes 

J. 1 ■ 

■ d 4 ■ ■ 



rat'^ntln Ver . 2.1 
1 > ^^-2 8 1 

•I'l;:'- ."-equenct:; artif icie lie 

. . I'escription de la sequence art i f ic;iel le : gene 

■':.h-mere 



a.:;tqgcgc 


cacgcgtgat 


at catqcat g 


ttaacat cga 


tccatgggcg 


cgccttaat t 


60 


a ^a t r t aaat 


cagc^gcatt 


aat gaatcgg 


ccaacgcgcg 


gggagaggcg 


gtttgcgtat 


120 


t -;r jg -gotct 


t ccgct tcct 


cgcr cac^ ga 


ct cgc-c gcgc 


tcggtcgttc 


ggctgcggcg 


1& 0 


a j.::ggt at ca 


gctcactcaa 


aggcggtaat: 


acggttati::c 


acagaat cag 


gggataacgc 


2 4 0 


.j ;^qaaa ^aac 


atgtgagcaa 


aaggc :aqca 


aa aggccag g 


aaccgtaaaa 


aggccgcgtt 


300 


- :t'- 1- 


T- c c a t a o" a c 


tec -Z ':C.2C c 


tqacga gca t 


cac aaaaat c 


gacgctcaag 


3*5 0 


r;^ laggtgg 


cgaaacccga 


cacc ^c t nt a 


a a gat a-'- c a. g 


gcgtttcccc 


ct ggaagctc 


'\2n 


-gt jcgc 


r ctcctgttc 


cgaccctqcc 


gcttac'::gga 


tacctgtccg 


(CCttt ctccc 


4 ( 1 


r •:.;-:ggaa<jc 


gtggcg^ttt 


ct car acjctc 


acgctgtagg 


tatctca g*:c 


cggtgtaggt 


54 0 


;■• ^ I c C t c C 


aagctgggct 


gt gtgcaoG a 


accccecgtt 


ca g cc cga :: z 


gctgcgcctt 


6:"'0 


b •; c : taac 


tatcgt rttg 


acetic caa :c :; 


g g t a a g a c a <c 


gact tat eg c 


cactggca gc 


6 60 


^ ^a-^t(jgt 


aacagga tt a 


gcagagc ^ 


gratgtaggc 


ggt gctac ag 


agct ctt gaa 


^2'1 


;t g Jt -.:gcct 


aact^cggct 


acactag aa g 


ga(^agt actt 


ggtatctgcg 


ctctgctgaa 




:; ? -igt t a 3c 


tt cggaaaaa 


g.agtt ggtag 


ct cttgatcc 


ggcaa ac a aa 


ccaccgctgg 


•34 0 


r. :: :g:Tt r^gt 


ttttttgttt 


g raagcagca 


gat tacgcgc 


a g a a. a a a a a. g 




n .-'1 

V ' , -J 


■:ia^:*:c--:tttg 


atcttttcta 


egg 3gt ct ga 


cgctcagtgg 


a a c c a a a a c 


cav^g<_ uaagg 


9 6 -J 


ja- tt-ggtc 


at ga gat tat 


ca a aaaggat 


c 1 1 c a c c t a g 


a t c c 1 1 1 1 a a 


attaaaaatg 


!■: 2 0 


a a ittttaaa 


tcaat ctaaa 


g t a t a t a t g a 


■g t a a a c 1 1 g g 


tctgacagtt 


a c c a a t g c 1 1 


1 ;:i r\ 



aarcaa-gaa gca.-ctatct cag-gatcta tctatttcgt tcatr:,:ata4 trgcctga-::t 1 
cc.--:Tr.cgt j rag.ut.aacta cgatacggg.-i ggq-ttacca tctgg:::c-i. gtgctgc<. it 1 
g^-a:c:gcqa g s c> :cacgct caccgg ^ t : : : agatttatca gca 



aa -n' r:^'-a'^-7 ::gc.i :jaa gt q gt cct c, -a,:: ■ 

tt-j3-:ggqaa q^tagagtaa gta^tt.ag 

rg-ta-agg'-: atcjtggtgt -acgct— 

craa :^at.:a aggogagtta ca t ga t -c-;: 

c?gt:ct:;::g at c-jt t gt :-a gaagtaa?"*: 



iaa agccagc: 1. 

t ti..a tec t ::c.:j t cc a 7 1 ct,attaatt^ 1 

aqttaataiit ttgcg-aacg 1 1 f |t. t g-'^-a t 1 

g-^-g^tatg gattoxttca q-::- c -g t ■: : 1 

catgttgtgc aaa.^a^ijc^g 1 1 ag t' ■ 1 1 1 

gj':cqcagtg ttat-::i^tc.^ tggt t-^itq g^.: 1 



ag:a-tgcat aattctctta ctgtcat>— a'.cagtaaga tgatf.tctq t gac t q *: qa 1 
gtactcaa-:c aagtcattct gagaata?tg tatgcggcga ccgag^tgrt cK'i r^c-z-z ■]■■} z 1 
qt:aatacgg qataataccg cgrcacatag cagaacttta aaagtj:t;:a tcat:-jg..aa 1 
acgtt.:tt-rg gggqgaaaa- tct^::aaggat cr - acagct g ttg.g.^tc::H gt t ■:: 7a t - a 1 
aca :a.-:t::gt gcaccragct gat.:ttcagc atcttttact 1 1 r hc ::..g rg t- - -t j ^ 1 
aqcaaaaaca ggasggcaaa atqccgcaaa a.-agggaata aggacg-ra- ggaaa *:g *. g : 
aatartcata ctcttccttt 1 1 ca a;: a I a tigaagcatt tatcag:i?tt attqtctoat : 
Gaq::qgatac atatttgaat gtattt.agaa aaataaacaa ataggg-jtta cgcg::aca-.t ^ 
tccccqaaaa gtgccacctg acgcgccctg t agcggccca 1 1 aag ::,r::gg agggtgt^-t . 
ggttacqcgc agcgtgaccg ctaca::-tgo cagcgc-cta acgcccq-to -ttt::gcttt 
cttcacttcc tttctcgcca cgttcaccgg c-:ttcccc:^t caaq r t: c t.: aa at c :J'7 ;iq-T-t .. 
cocittaqgg ttccgattta g t get I. :. c g qcaactcqac rccaaaaaac ttgatta-jqg ^ 
tg..tggttta cgtagtgggc ca- eg t g ..tagacggtt tttqq.-:ett tgacgttgqa . 
qrc^:acgt-c tttaatagtg gaetet^.att ^-ea aac:t gga acaacact a accetat.;^:c . 

ggt--:tattet tt^gatttat aagq?a--tt grcgatttcg gcctattqgt taaaaaatga . 

aetgatttaa caaaaattta acgcgaat.t.t taacaaaata ttaacqct^a caatttr'::at . 

-cg:-cattaa ggctgcgcaa ctgtt.ggaaa aagcqatcgg t qcq-'io o :• t c ttcqotatta . 

jgc.ragctgg gcaactgrtg qgaagggcga tqggtgcggg cctctt::g::t attaegcaag . 

-rqqcgaaag ggggatgtac t gcaa :jg^-:ga tt^aagttggg taaegc^agg gt t r: t ec'- ag . 

taa-:gaqgtt gtaaaacgac g.g^cagtqaa rtgcgqe^rg- aa t ':■-;<.: -gat 

aga^qa-arc gogogtqata atttat—^a ot ttqc tata\tttqt tttcl 

" ' ^ a "J ^ q tataattqeq qqactrtjat '";ataaaaaqc ".:at.ot-rataa ata^: 
- ta -i*: g t*aatta'ta eat; g(^t ^ ^. ::C :it oa 1 1 t.aa e ag.^aa^ti^a "g.-^r, u 

-ge^iagae ::g geaaeaggat teaat':e:^ aa gaaaetttat tge.::a.-\a tqt 



q jg ;aaatr c gtegagteac v^rteg :^ r-gg 

a::aegarqc a-etggt-ac :fttega': 11a 

o3a:eeateg te^erctt-gc grtgi:^: r^a 

e:ajaag3t:c -g::agc:ag:a ggeg^trgte 

a::^:gt?(:e egeagtt gat ■: ra ^■:-g g : t e 

t- rgtaataa gt gtrtgg-g g ;eg :: ggt e at 

cr^5^trttg acea::gi:gt eggt-aoaa 

e: geat tagg aactett : 3a *: ;e:g-;-ce ige 

.jeggateatg ec:gtc-gg-g eaetratgge 

gatatcgaag taacg-gett eaeggaagtt 



rr. a a at 
■qc 

:-;t u -at 
gan -a.^tc 
v:-;ttttgac j'-:^taat:gg ::jgt:aar ac 
:-qaaeagc geettga sqt te::-a :te 1 zc 
- egaagaae ae '-a teag--ji*. ttc 

::r-tteeaeg jaagareegt c: :;ag :.a j : at 
^:-egtggtea ggeajgeg^c <: 
gaa^e^eatg ■::::qatretet 1 
:.g::::;a jqlgc 5- ga t ^eet t < 
gce::tigqae ^aet:*:tc:gt ' 
::ttggaagte agger;:gtgt azzz'^zsct 
gaacaatttc: tegtagaagt tggce:eagr 



e ■) 



0 / 0 

i'-'r 0 

7 



■ '. ) 

0 o :"i 
e<l 

1 0 0 

0 .". 'J 
.' 0 1 'J 

■1 1 1 l"l 

4 

5 0 

0 y- 0 

K' A 

■ 7 ■ ' J 

:7(--0 

: 0 0 

■ 'r\ 0 n 



■ T ; '"1 



: 5a I :at 
J a a z 'y.'. J t c 
ge r 3 1 *: ;:aa 



3 6 i 



ga-::ar ccgcgataga cqttgtgqgt caggtggtcg atqacttt .a gacctgcacc 
ga.-gq..t-i cgc:tccacac cttcgaggta cacgaagtcg atgtcqta::a t-gagctgcc 37. :i 
rf ;^~Ja..a cgg-rgatca ggta-aacgg cg-gccgccg atacc"t::a tcgccggcag 37.'! 
gt-::aa.t.o atcggcccgg Lgt.aatarg gaLcggctgg gcqccqac.L ccagqqc,c. 38.).;: 
g.- ,ta.g:-. tf:tgcgagt c::tt.a.qcq gaacq:::catq ccqcacacrq a^qggccgt:, 30:-.0 
t. -ggq.:g.-. aagtaggagg cgatgctqtt. gggctcgttg ttaagga-.-a ggt:tg,.tct 3'*.0 
gc.-^tg.cqj ta:::aggtgca cgttcttgga .cggtgggtc gcgaot:r-qg tgaag.rccan ■U'.n 
ga-rtcjaag atcggctcca g3gtacc:gg cgt .gg ::gac gcgaatt .-la tgaatrcaaa .l.^.-r 
gc-catcag? cccattgggr tttcgtauag atcigccatg caoc^ga- ■:c ttocg.;cqt-: 4 1-;'.i 
gc-o3.:gttq rcgaggcttc tggaggagcq qcgggcjacg gggaggc-.qg ccgtggact-; ijrn 
g,qc:-.:-ct,g aacggagcga cggcggtggc cga.gaggcc atzatca ^g taggcgcra-: 42.-. 
tg.::aq.:ggc ggcaggtacg acagcgtct •: g.acttcttg ttgccgtajg ccggc::a.:a. 4.^^. 
ctq-atatat t.qaa::tcttc cac.cgttgc:: gggaaqggtg qagaagtr.jt t age t.ct - 4/:-v 
qo::qgt.gg.g aaggcggcgt tggacttaa^ .ccgqtgaac gqagc.a^.. tgttggcctg 44.;0 
agcagqgcrq gtccggctaa cgg'.cgcqa= tqaggacgag atcgaagr-.a vggc.:gcctg 4 3LI0 
gctgcctagr. atgtatgtac tcqctgct t.g cttgggaatt cgatggt ::ga gaatcca£-g 43.:.0 
aanoacttta gtgattatga gctgtatata taataottgt acatgagccg cctgccatcc 4.>1'0 
aa.-jqataaa aacaaatcta rottaacttg tagtgattct gagcgta.ga ngttgtggct 4680 
c:--qqaa.f: caracatagt gtccacataa tataattgca atttgaacac ottatcatat 4740 
aqocaccaga aatggagagc cac.tg.caa a.gcaoattg ctoaaaa.at =ttat3tc.t 4800 
,^r^,-^aaagg agaggtagac atggaagggt ..ggagggtga g-.g-.aa^ tt tatg.atcat 4:-:^.0 
gagg-.taaua gtgtgtggtt ratar.tg.ta atgttt.aac t.t.^atgagc gtttgaaaat 4.30 
c.-g...ac-::3t aattaagtag cagatgr.gtt atttttca^c cacatc : :gt cacattgcct 4yxO 
ar.aavr.aaaa agagtttcaa aaattaoota aaaaccatgt aaat.:c: ..tg aaacctaccg 5U40 
aaatcctaaa aagaaaatat rgar,atcaaa atacgtgaaa acrggac-raa tat.;3cccga 5lu0 
aa-.tggaqra atargttgta gtg-.ggttga gc.gctaf:g ataagt.gtc tag-:qcttnt 51^0 
aaragraagg ttggaattat taaagcataa ataaaaaaca aatacaaata caaa-.ttatt 
a-.gacra;aa aaattgtatc atc.aagtat tgaattatct agagga-.zcc cgggggatcc 



3 0 
31 



_ ,1 I . ^ 

3 1 i ■ 3'-'0 9 

3 1 3 • hl'U 

:-i3- 3equence art i f ici e 1. 1 e 



.'.-scription <;le la sequence ai t i f iciello : geii 
; nine re 



.latqgcggc: gc-ctagagc t-:j'.-.a ■..go:„ . y ^a^ .a.-a..ri , . , 



:gga 



tacact 3aqttcc::ct gaagtgagca tgatctfzga -:g:^tgaqarq a-t:-cca3aq 130 



.:aar, tgtaatg'daa 



::ac 

taaataqtta ctt t a^'.c 



caa^atagtt rgtgctgcaa gtgaca 

............^ q.rvatat.rat qtqc-tcngtt tgtattt^^? agrg- 

ttt-5tt^5tg tgaf;ttiia ar.ct -tr.atg 

tct ::gt:3:itc tatagttl. ;t caa. ^gqaaa ttaaaatqtt jacat^:-- 
taa:-tt3.ta tacavaaaot f:g-.a.attt ggtgatattt acogt:. 
cc..,-att-gt.at gttc::aarat c.a^^at :aat acgataactt gataa-. 
gf.-attg-.tt tt:::agtat . aat..t.a ^.att aa.ictacta-: aa^at:.. 
ta-rat.aat ctttr.tcggt tgtaa-,^tg- aattcgtcgg tt-.t.ta. 
ga..a,.ti-.-.3 aaataatgtg atgocT^aa. tt':ai tttcr gagttc: 
iatt:tgtgg rqc-acatgt aaaacaaaa ? acgatt : 
itatg-.!ai:c gt :;ga-.-aa.a acagat,^ 



tt.ratt«c.-.c :.aa 
ct .i':;r-a- .:ac gccgatcact aa 

atcgta-gat t<; t cat tqt t f.tt^ca 

ataaat.:-a:t a-a*' .taaa tcttnt 
aa^c-atg t i^aaaattl - caaa'-a 
attacc craa'-*. 



tc = -.rr." at.t gtaoacacg g 
f_ i --(.g, :T a ::r. a oaaaa t.r -igt 
t a a t c a g J g 1 1 1 1 a a a a i- a 
tl-:ta:.;ttc cgagttooaa aa-.a--i.g'::cg c:: 

raaaa-aaaa gacgattc-t ag'gg-- at-. actgccat:.~a cgcgga 
cotcgattaa aacagatcga cggtttatac at.cattttat tgtaoa 
t,-aq"gtt:a gacttaatat gcgat -gat t g-tcaaaaa afagac- 

?.:iCC(z aDatclactc t--aacc 
acat a *: 



tataa^aaca att^cacatc tt^ct 

attr-tctcg act. ctagaat t coaaacaca 

latt ij-:icaat T t a -iatc 



a r a Q a c 3 

t.-.::aag-aa tcaagcattc ta-tc-r 

,.7.;art.t acgaacgat:a gocat 
gcr.t: :.aggco a a cat 
3 c t a a 



aaaocaattt tctgaaaatt ttc 
rr ^agnc jcg ac.::grr cigcc ggacc:r:::ccc 
cggcct.aag tccaacgc.g ccttcccca:: cacc.agaag g 
tcc.aocaac ggrggaagag tlcaatatat gc3ggtgtgg ccggc 

irccac 



:g-cg-c?cT: gtctatgccg 
-cT:tC'.-ag?g g:::tcaa;3rcc acc^" 
cacic aacgqc ggaav 
:tgat :igg rt '|aa ttca: 
^ - -L at c I'^c ^- 1 c a^ 
:ig:-gaa^rc aacc 
^laacacgqc :c;it 
•cgc:rrr: ccgg 



ort -gaga.:q cngtcgcacc 
g^ c;?gc :acc gC'Tg^cgccc 

.-cg-:ca;:t -c tccagaagcc t .:gg'::-ia g 

..1 c a :■ r. a t a c ^ a a a a c c a a t -n g q 

-ccjt: t.' :caag aacgtgcacc t aC' :u-- 

jccco.. cage atcgcctcct a.:t::- ?c:gqc . 

.:-t:(-cq::gtq aaggac-cgc aaaagvjccta ca 

:o jqc c^";a^ c rjaact caa rccacL-g qco.^j 



ga.:;i3gvagc tc:ga^ 



-:a-. :i:.a^ t •~]aiCac 
■:5.-icc:3;..tg accr 

.:g--jracct-:; gaaggng-gg agcg-.aa-u.. >j g ..^ - ■. g -i i 
:c'T,-.-:oac aocg-:nar.: g ::gg.-c gcat ggtct ac--ig qc-:,.. 
gt-, :aa::-.tc -.gt.g^ag.:.g ^ g^ra :-t.cga ta-caaggg^ gag- 
:a3>::ccatg agtgcg^^gg accgratgat ccgcar;r:g :tga 
.gg:c,cqgag raga-^^aag agtt-ctgat gcagtt^aac gg - = 
acca-tc-tc ac-gacgacr -ggt-aagac ctggga.^gcg tt ga 
::ttc:atgacc g-gccg=cag acactta-ra cgaaatgctc gaag 



^-a a'::gaattcan 18 0 
t r^t .ae-atr. 240 
^ tga.-:iqtgt 3- :^0') 
■ ; t t ta-:--.jat t g 3 :^^;0 
1- la gaa "j ;caa t a ^ . 0 
^- a arar ^tgatt ■; 0 
r,a tia^-::acta 
1 a a t: a a a a ^ a t t -■ ' 1 
-.aa ata-.-7C'i2 6r0 
^^ca gi-^ >--tat.^:a '^:''0 
-gac gg^rra- :i :a 7 ■■■■ 0 
J*- at -raat ^^.^■^■i^t ■:' 4 0 
■ -^5 t.tg-^ic-rg ^I'VJ 
^t.gt ga*.cgr:^:::^a ^^^0 
* .-r-g gc-'ccac j':g l''^' 0 
^ -ac ta atgaac 1 Oo*. 
c^cg ga-cgatanc ll'io 
-•;:t.:: cgtc^tgc:: 
n:.tc: ttcirct-rt :/tO 
:;:-aa aacaaB-T'oaa l^.'■■0 
u* rtc t^. traa-igca i 
.j:^r.r cgar.^c-tc l-i-^O 
..t,g crccgr-:ac l^or 
:--;a::'_ t t c racccr, 1 ^a>-i 
Hc:7 gcaacaa^aa ]':>.-0 
c^rga tg^tggccnc l-:^^0 
-■r.gcc tccccgtc3'' 1 ^ 
f-.:itcc gg*:gca-g?:- IbOO 
■r-^aat tjocqlcgrr -..^0 
^.-:,.:::q 1. rvT-qo r^rci ' :^"-0 

-■i,?tgt jg •a^g<ic ^':;o 

r..-aa :r:i 'Vcv: ?-^■r^c■'^■^ 0 i ^-'O 

-.,,cc -CO. c':t cooO 

■^,.aq ^c.t7C.c::. :^:^-.0 

-tcct: -• ja^aaat^ J '^40 



u a :j ;i c a 
a a a a a a 

qcr:gcc 



:atgc^g 
:< racca 



,640 
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